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(54) Humane Nukleinsauresequenzen aus Bronchialkarzinomen 



(57) Die Erfindung betrifft neue Inumane Nuklein- 
sauresequenzen aus Bronchialkarzinomen, hierdurch 



Fig.8: 



codierte Proteine bzw. Peptide sowie deren Verwendun- 
gen im Zusammenhang mit der Diagnose und/oder Be- 
handlung von Bronchialkrebs. 
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Beschreibung 

Gebiet der Erfindung 

[0001] Die Erfindung betrifft neue humane Nuklein- 
sauresequenzen aus Broncliialkarzinomen sowie hier- 
durch codierte Proteine bzw. Peptide, die Verwendung 
von liieraus abgeleiteten Sequenzen zum Screenen 
nach daran bindenden Substanzen, sowie die Verwen- 
dung von an solche Nukleinsauresequenzen und Pro- 
teine bzw. Peptide bindenden Substanzen zur Diagnose 
und/oder Behandlung von Tumorerkrankungen, insbe- 
sondere Bronchialkrebs. 

Hintergrund der Erfindung und Stand der Teclinik 

[0002] Krebs, insbesondere Lungenkrebs, ist eine mit 

zunelimendem Alter und im Zusammenhang mit Niko- 
tinkonsum mit beaclitliclier Inzidenz auftretende Er- 
krankung. Das Bronchialkarzinom ist derzeit die liaufig- 
ste Todesursache aller Krebskranken Manner und Frau- 
en in Nordamerika und Europa. Die Funf-Jalnres-Uber- 
lebensrate aller Bronchialtumorpatienten liegt bei nur 
13%. Lediglicin die Patienten mit nocli lokal begrenzten 
Lungentumorerkrankungen zeigen eine Funf-Jalires- 
Uberlebensrate von 46%. Allerdings werden nur 1 6% 
der Bronchialkarzinome in diesem frulnen Tumorstadi- 
um diagnostiziert. 

[0003] Bislang wird die Lungentumorerkrankung im 
wesentlichen durch eine histopathologisclie Diagnose 
manifestiert. Die anschlieRende Therapie richtet sich 
nach dem Tumorstadium, der Lokalisation und der Aus- 
breitung des Tumors sowie nach der korperlichen Ver- 
fassung des Patienten. Die Therapie der Wahl bei einem 
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom der fruhen Stadien 
besteht in der potentiell kurativen Operation. Dies be- 
zieht sich auf die Stadien I und II und in Verbindung mit 
postoperativer Strahlen therapie auch auf das Stadium 
MIA. Eine primare Operation ist jedoch nur bei 25-30% 
aller Patienten moglich. Im Stadium MIA mit Lymphkno- 
tenmetastasen sowie im Stadium IIIB dominiert die Ra- 
diotherapie. In den letzten Jahren tritt bei diesen Pati- 
enten der multimodale Therapieansatz mehr und mehr 
in den Vordergrund. Bei gering ausgepragtem und ver- 
mutlich technisch vollstandig resektablem N2 konkurrie- 
ren primare Operation und Nachbestrahlung mit einem 
neoadjuvanten Therapieansatz und anschlieBender 
Operation. Das neoadjuvante Konzept mit initialer Che- 
motherapie oder Chemoradiotherapie sowie anschlie- 
Bender Operation hat sich in der fortgeschrittenen N2 
Situation bzw. im Stadium IIIB weitgehend durchge- 
setzt. Im disseminierten Stadium IV dominiert die Che- 
motherapie als palliative Behandlung, zum Teil erganzt 
durch die Radiotherapie. 

[0004] Der operative Eingriff mit einer Teilentfernung 
einzelner befallener Lungenlappen und anschlie Bender 

Chemo- und/oder Radiotherapie hat verschiedene 
nachteilige Effekte auf die Physis und Psyche der be- 



troffenen Patienten, was in der Regel zu einer starken 
Einschrankung der Lebensqualitat fuhrt. Daher ist eine 
verbesserte Diagnose und Behandlung von Bronchial- 
tumorpatienten, insbesondere mit einer Verbesserung 
5 der Uberlebenszeiten und Lebensqualitat, in einem ho- 
hem MaBe wunschenswert. 

Technisches Problem der Erfindung 

10 [0005] Der Erfindung liegt daher das technische Pro- 
blem zugrunde, pharmazeutische Zusammensetzun- 
gen zur Diagnose und/oder zur Behandlung von Bron- 
chialkrebs-erkrankungen anzugeben sowie Mittel zu 
deren Findung. 
15 [0006] Grundzuge der Erfindung sowie bevorzugte 
Ausfuhrungsbeispiele. 

[0007] Zur Losung dieses technischen Problems lehrt 
die Erfindung zunachst eine Nukleinsaure enthaltend 
Oder bestehend aus einer Nukleinsauresequenz gemaB 
einer der Sequenzen Seq. -ID 1 bis 489 sowie ein Peptid 
Oder Protein enthaltend eine Aminosaurensequenz co- 
diert durch eine der Nukleinsauresequenzen Seq. -ID 1 
bis 489 Oder bestehend hieraus oder enthaltend eine 
Aminosaurensequenz gemaB einer der Sequenzen 499 
bis 978 Oder bestehend hieraus. ErfindungsgemaBe 
Nukleinsauren oder Proteine bzw. Peptide lassen sich 
mit den ubiichen molekularbiologischen Methoden her- 
stellen. 

[0008] Die Erfindung betrifft weiterhin verschiedene 
Verwendungen der neuen Nukleinsauren bzw. Peptide 

Oder Protein, ebenso wie (gleiche) Verwendungen be- 
reits bekannter Nukleinsauren. Diese sind: 

i) Verwendung einer erfindungsgemaBen Nuklein- 
saure und/oder eines erfindungsgemaBen Peptids 
Oder Proteins, zur Detektion von Bronchialkrebs 
Oder zur Detektion eines Risikos der Erkrankung an 
Bronchialkrebs, wobei eine Lungen- bzw. Bronchi- 
al-Gewebeprobe auf Ubertranskription der Nuklein- 
saure Oder auf Uberexpression des Proteins unter- 
sucht wird. Dabei kann eine an die Nukleinsaure 
Oder eine an das Protein oder Peptid bindende De- 
tektorsubstanz, vorzugsweise enthaltend eine Re- 
portergruppe, verwendet werden, wobei Bindung 
besagter Nukleinsaure und/oder besagten Proteins 
Oder Peptids an die Detektorsubstanz halbquanti- 
tativ Oder quantitativ detektiert wird. Auch kann das 
Expressionsniveau durch Amplifikation, beispiels- 
weise quantitative PGR, gemessen werden. 

ii) Ven/vendung einer erfindungsgemaBen Nuklein- 
saure Oder eines erfindungsgemaBen Proteins oder 
Peptids zum Screenen nach daran bindenden Sub- 
stanzen, insbesondere prospektiven Wirkstoffen 
zur Inhibierung von besagter Nukleinsaure oder be- 
sagtem Protein oder Peptid, oder prospektiven De- 
tektorsubstanzen, wobei eine prospektive Sub- 
stanz Oder eine Mischung solcher prospektiver 
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Substanzen mit besagter Nukleinsaure oder besag- 
tem Protein oder Peptid kontaktiert wird, wobei mit 
einem Bindungsassay Bindungsereignisse festge- 
stellt warden, und wobei eine bindende prospektive 
Substanz, ggf. nach Dekonvolution, selektiert wird. 5 

iii) Verwendung einer eine erfindungsgemaBe Nu- 
kleinsaure Oder ein erfindungsgemaBes Peptid 
bzw. Protein inhibierenden oder daran bindenden 
Substanz, insbesondere identifiziert mit dem erfin- io 
dungsgemaBen Screening Verfaliren, zur Herstel- 
lung einer pharmazeutisclien Zusammensetzung 
zur Diagnose und/oder Behandlung von Broncliial- 
krebs. 

15 

[0009] Eine im Rainmen der Erfindung eingesetzte 
Substanz kann ausgewalilt sein aus der Gruppe beste- 
liend aus: 

a) Antisense-Oligonukleotide, siRNA, und Ribozy- 20 
me gegen eine Nukleinsaure nach Anspruch 1 , 

b) an ein Peptid oder Protein nach Anspruch 2 bin- 
dendes, insbesondere nach Anspruch 5 identifizier- 
tes, organisches Molekul mit einem IVlolekularge- 
wicht unterhalb 5000, vorzugsweise unterhalb 25 
1000, hochstvorzugsweise unterhalb 300, 

c) Aptamer gegen ein Protein oder Peptid nach An- 
spruch 2, insbesondere identifiziert nach Anspruch 
5, 

d) (monoklonaler) Antikorper, insbesondere huma- 30 
ner oder humanisierter Antikorper gegen ein Prote- 
in Oder Peptid nach Anspruch 2, 

e) anti-idiotypischer nicht-humaner (monoklonale) 
Antikorper, generiert mittels eines Antikorpers der 
Unterguppe d), und 35 

f) vorstehende Substanzen derivatisiert mit einer 
Reportergruppe, einem Zelltoxin, einer immunsti- 
mulierenden Komponente und/oder einem Radioi- 
sotop. 

40 

[0010] Im Falle a) kann als Ribozyme beispielsweise 
ein Hammerhead Ribozym eingesetzt werden. Die Ri- 
bozym-Schnittstelle wird mit der MaBgabe ausgewahit, 
dass durch die Aktivitatdes Ribozymes die Expression 
des Proteins entweder unterbunden wird, oder eine in- 45 
aktive Form bzw. ein inaktives Fragment des Proteins 
exprimiertwird. Beides laBtsich beispielsweise dadurch 
ermittein, dass in einem Zellsystem, in welchem ein er- 
findungsgemaBes Protein auf definiertem Niveau expri- 
miert wird, dieses Zellsystem mit einem oder mehreren 50 
fur definierte Schnittstellen modelliertes Ribozym kon- 
taktiert wird und das Expressionsniveau bestimmt bzw. 
die biologische Aktivitatdes exprimierten Proteins. Dies 
wird dann verglichen mit einer Negativprobe bzw. den 
Ergebnissen ohne Kontaktierung und Ribozyme wer- 55 
den selektiert, die zu niedrigerer Expression oder Akti- 
vitatfuhren. Entsprechend kann im FalledersiRNAoder 
der antisense Nukleinsauren vorgegangen werden. Im 



Falle a) sind alle Sequenzen brauchbar. 
[0011] Im Falle b) konnen chemische Stoffbibliothe- 
ken eingesetzt werden, urn nach bindenden Substan- 
zen zu screenen. Eine Validierung bindender Substan- 
zen fur therapeutische Zwecke kann durch Bestimmung 
der biologischen Aktivitat des Proteins in einem Zellsy- 
stem mit und ohne Kontaktierung und Vergleich der er- 
haltenen Ergebnisse erfolgen. Fur therapeutische 
Zwecke ausgewahit werden dann solche Stoffe, die zu 
einer reduzierten biologischen Aktivitat fuhren. Es ist 
auch moglich, dass im Rahmen eines erfindungsgema- 
Ben Screening Verfahren an Stelle der Bindung die bio- 
logische Aktivitat bestimmt wird; dann ist eine Validie- 
rung im vorstehenden Sinne zugleich mit dem Scree- 
ning erfolgt. Biologische Aktivitat laBtsich beispielswei- 
se dadurch bestimmen, dass nattirliche Assoziations- 
partner des Proteins bestimmt und deren Vorkommen 
und Form (z.B. Monomer/Dimer/Heterodimer) unter- 
sucht werden. Es lassen sich auch welter downstream 
in einer Stoffwechselkaskade entstehende Substanzen 
als Indikator ven/venden; diese lassen sich beispielswei- 
se dadurch identifizieren, dass zuvor Zellkomponenten 
analysiert werden fur die das Protein exprimierendeZel- 
le und ein Vergleich durchgefuhrt wird mitgleichen Zel- 
len. In welchen jedoch die Expression gentechnisch de- 
letiert Ist. Im Einzelnen ist im Falle (b) folgendes anzu- 
merken. Insbesondere ausgehend von den Nukleinsau- 
resequenzen 3; 6; 8; 9; 13; 15; 19; 20; ; 21; 23; 26; 28 



29; 30; 31; 32 
62; 66; 68; 73 



102 
129 
157 
174 
192 
211 
232 
249 
278 
298 
323 
345 
372 
417 
461 
478 



112 
131 
160 
177 
193 
212 
233 
250 
280 
299 
324 
346 
376 
421 
462 
482 



112 
135 
163 
178 
194 
213 
234 
254 
282 
308 
326 
348 
379 
425 
463 
484 



35; 37; 41 ; 46; 50; 52; 53; 55; 57; 58; 60 
77; 78; 79; 80; 81 ; 83; 87; 89; 92; 96; 99 



2; 112.3; 112.4; 112.5; 112.6; 124 



138; 


139 


; 140 


142 


144 


146 


149 


165; 


167 


; 168 


; 169 


170 


171 


; 172 


180; 


181 


; 182 


; 183 


188 


189 


; 190 


195; 


197 


; 198 


■ 199 


201 


203 


206 


214; 


215; 


216 


218 


220 


223 


224 


235; 


238 


;239 


;241 


,242 


243 


;244 


259; 


262 


;263 


;266 


267 


268 


;269 


283; 


284 


;286 


;287 


288 


290 


293 



125 
154 
173 
191 
207 
230 
247 
274 
296 
322 
344 
370 
412 
456 
476 



310; 31 2; 31 5; 31 6; 31 7; 320; 320.2 
328; 334; 338; 339; 341 ; 342; 343 
354; 356; 357; 359; 360; 367; 369 
380; 394; 395; 396; 397; 399; 402 
428; 429; 431 ; 432; 439; 448; 452 
468; 470; 471 ; 472; 473; 474; 475 
487; 489 konnen Mimikry-Verbindungen 
abgeleitet werden, welche In der Lage sind, speziflsch 
das funktionell aktive Zentrum der Enzymdomanen-ent- 
haltenden Proteine zu binden und in ihrer biologischen 
Aktivitat zu inhlbieren. Sollte eine Mimikry-Verbindung 
in der Lage sein, speziflsch die Peptide 492; 495; 497 
498; 502; 504; 508; 509; 510; 512; 515; 517; 518; 519 
520; 521 ; 524; 526; 530; 535; 539; 541 ; 542; 544; 546 
547; 549; 551 ; 555; 557; 562; 566; 567; 568; 569; 570 
572; 576; 578; 581 ; 585; 588; 591 ; 601 ; 601 .2; 601 .3 
601 .4; 601 .5; 601 .6; 61 3; 61 4; 61 8; 620; 624; 627; 628 
629; 631 ; 633; 635; 638; 643; 646; 649; 652; 654; 656 
657; 658; 659; 660; 661 ; 662; 663; 666; 667; 669; 670 
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671 


672 


; 677; 


678; 679; 680 


681 


682; 683; 684; 


686 


687 


688 


; 690; 


692; 695; 696 


700 


701; 702; 703; 


704 


705 


707 


; 709; 


712; 713; 719 


721 


722; 723; 724; 


727 


728 


729 


; 730; 


731 ; 732; 733 


736 


738; 739; 743; 


748 


751 


752 


; 755; 


756; 757; 758 


763 


767; 769; 771; 


772 


773 


775 


; 776; 


777; 779; 782 


785 


787; 788; 797; 


799 


801 


804; 


805; 


806; 809; 809.2; 811 ; 812; 813; 815 


;817 


823 


827 


; 828; 


830; 831 ; 832 


833; 834; 835; 837; 


843 


845 


846 


; 848; 


849; 856; 858 


859; 861; 865; 868; 


869 


883 


884 


; 885; 


886; 888; 891 


901; 906; 910; 914; 


917 


918 


920 


; 921; 


928; 937; 941 


945; 950; 951; 952; 


957 


959 


960 


; 961; 962; 963; 964 


965; 967; 971; 973; 


976 



978 zu binden, ohne es in ihrer biologischen Funktion 
zu inhibieren, kann es trotzdem zur Losung des techni- 
schen und medizinischen Problems beitragen. Es kann 
als guter Binder mit einem Zelltoxin derivatisiert werden, 
um somit in einem Targeting Approach die Zielzellen ab- 
zutoten. Ein solches Zelltoxin kann ein klassisches Che- 
motherapeutikum aber auch ein Radioisotop sein. 
Ebenfalls konnen solche Peptidspezifische Mimikry- 
Verbindungen, mit einer Reportergruppe derivatisiert, 
als Verbindung in der Tumordiagnostik verwendet wer- 
den. 

[0012] Geeignete Aptamere (c) lassen sich unschwer 
beispielsweise mittels des wohlbekannten SELEX Ver- 
fahren identifizieren, wobei das erfindungsgemaBe Pro- 
tein als Target eingesetzt wird. Einsetzbar sind alle Se- 
quenzen. 

[001 3] Antikorper (d), insbesondere monoklonale An- 
tikorper, konnen in ubiiclier Weise durcli Immunisierung 
eines nichtmenschlichen Saugetiers mit einem erfin- 
dungsgemaBen Protein, einer erfindungsgemaBen Nu- 
kleinsaure (z.B. cDNA), einer ein erfindungsgemaBes 
Protein konstitutiv exprimierenden Zelle (Krebszelle 
Oder beispielsweise mit einer erfindungsgemaBen Nu- 
kleinsaure transfizierte Zelle, wie COS oder NIH3T3), 
Oder mittels recombinant liergestelltem erfindungsge- 
maBem Protein oder Peptid, beispielsweise in E.coli 
Oder Eukaryontenzellen (z.B. Insektenzellen) expri- 
miert, erhalten werden. Monoklonale Antikorper sind 
durch ubiiche Selektion und Etabilierung von Hybridom- 
zellen erhaltlich. Aucli kann die Phage Display Techno- 
logie zur Generierung der Antikorper eingesetzt wer- 
den. Fur den Fall (d) ist erganzend folgendes anzumer- 
ken. Ausgehend insbesondere von extrazellular expo- 
nierten Peptiden oder Proteinen 490; 491 ; 493; 494; 



496 


499 


500; 


501 


■502 


; 503 


;505 


; 506 


;507 


; 511 


513 


514 


516 


520; 


522 


523 


525 


527 


528 


529; 


530 


531 


532 


533 


534; 


536 


537 


538 


540 


543 


545; 


548 


550 


551 


552 


553; 


554; 


556 


557 


558 


559, 


560; 


561 


563 


564 


565 


568; 


571; 


573 


574 


575 


577; 


578; 


579 


580 


582 


583 


584; 


585 


586 


587 


589 


590 


592; 


593 


594 


595 


596 


597; 


598 


599 


600 


602 


603 


604; 


605 


606 


607 


608 


609; 


610 


, 611; 


612; 


615; 


616; 


617; 


619 


621 


622 


623 


625; 


626; 


630 


631 


632 


634; 


636; 


637 


638 


639 


640 


641; 


642; 


644 


645 


647 


648- 


650; 


651 


653 


655 


658 


664; 


665 


668 


669 


670 


673 


674; 


675 


676 


678 


682 


683; 685, 


689 


691 


693 


694, 


697; 


698 


699 





706 


707 


; 708 


; 710 


711; 


712; 


714; 


715; 


716; 


717; 


718 




720 


721 


; 725 


; 726 


734 


735 


737; 


740; 


741 


742; 


744 




745 


746 


; 747 


; 749 


750 


; 753 


754; 


757; 


758, 


759; 


760 




761 


762 


; 764 


; 765 


766 


; 768 


770; 


772; 


774; 


778; 


780 


5 


781 


782 


; 783 


; 784 


786 


788 


789; 


790; 


791 


792; 


793 




794 


795 


; 796 


; 798 


800 


802 


803; 


804; 


805 


807; 


808 




810 


813 


; 814 


; 816 


817 


, 818 


819; 


820; 


821, 


822; 


823 




824 


825 


; 826 


; 828 


829 


; 830 


836; 


838; 


839; 


840; 


841 




842 


843 


; 844 


; 847 


850 


■ 851 


852; 


853; 


854 


855; 


856 


10 


857 


860 


; 862 


; 863 


864 


866 


867; 


870; 


871 


872; 


873 




874 


875 


; 876 


; 877 


878 


879 


880; 


881; 


882 


884; 


886 




887 


889 


; 890 


; 891 


892 


, 893 


894; 


895; 


896, 


897; 


898 




899 


900 


; 902 


; 903 


904 


; 905 


; 907; 


908 


; 909 


; 910; 


911 




912 


913 


; 914 


; 915 


916 


919 


922; 


923; 


924 


925; 


926 


15 


927 


929 


; 930 


; 931 


932 


933 


934; 


935; 


936 


937; 


938 




939 


940 


; 942 


; 943 


944 


; 946 


947; 


948; 


949, 


953; 


954 




955 


956 


; 958 


; 959 


961 


; 962 


963; 


966; 


967; 


968; 


969 




970 


972; 


974; 


975; 977 kann ein Antikorper in humane 



und/oder humanisierter Form abgeleitet werden, wel- 

20 Cher in der Lage ist, spezifisch das funktionell aktive 
Zentrum der Proteine zu binden und in deren biologi- 
scher Aktivitat zu inhibieren. Ebenfalls kann ein solcher 
Peptidespezifischer Antikorper, mit einer Reportergrup- 
pe derivatisiert, als Verbindung in der Tumordiagnostik 

25 verwendet werden. 

[0014] Im Falle der anti-idiotypischen Antikorper (e) 
sind diese dadurch erzeugbar, dass mittels eines erfin- 
dungsgemaBen Antikorpers, welcher nicht notwendi- 
gerweise die biologische Aktivitat des erfindungsgema- 

30 Ben Proteins beeinflussen muss, in einem nicht- 
menschliche Saugetier ein zweiter anti-idiotypischer 
(monoklonaler) Antikorper generiert wird. Dieser anti- 
idiotypische Antikorper tauscht dann bei Applikation in 
humane Zellen dem humanen Immunsystem ein Bild 

35 des Zielmolekuls vor und wird aufgrund seiner nicht-hu- 
manisierten Form als korperfremdes Epitop erkannt. 
Der Mensch bildet folglich naturlicherweise Antikorper 
gegen den anti-idiotypischen Antikorper und somit auch 
gegen das Protein bzw. gegen das Protein exprimieren- 

40 de Zellen. Diese Variante der Erfindung ist 
ausschlieBlich fur therapeutische Zwecke verwendbar. 
Ausgehend von Peptid- bzw. Proteinsequenzen 490; 





491 


■493 


;494 


;496 


;499 


;500- 


501; 


502 


503 


;505; 


506 




507 


511; 


513; 


514; 


516; 


520; 


522; 


523 


525 


527; 


528 


45 


529 


530 


; 531 


532 


533 


534 


536; 
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klonale Maus/Ratten Antikorper abgeleitet werden. Die 
monoklonalen Antikorper Abl mussen niclit notwendi- 
ger Weise in der Lage sein, spezifiscli das funktionell 
aktive Zentrum der Proteine zu binden und in deren bio- 
logisciner Aktivitat zu inliibieren. Die monoklonalen An- 
tikorper Abl werden im zweiten Scinritt verwendet, um 
zweite anti-idiotypische maus-monoklonale Antikorper 
aABI zugenerieren. Die monoklonalen aABI stellendie 
Verbindung zur Losung des technischen und medizini- 
schen Problems dar, in dem diese dem humanen Im- 
munsystem ein Image des Antigens "vertauscht" und 
durch seine nicht-humanisierte Form als korperfremdes 
Epitop erkannt wird. Der humane Korper bildet zwangs- 
laufig eigene Antikorper gegen aABI und somit gegen 
die das Zielprotein exprimierenden Tumorzellen. Wah- 
rend sich die aAB1 Antikorper aussschliesslich zur Be- 
handlung der Tumorerkrankung eignen, sind die Abl 
Antikorper ausschliesslich fur die diagnostische Pro- 
blemlosung zu ven/venden. 

[0015] Im Falle f) konnen ausgehend von den Nukle- 

insauresequenzen 1 bis 489 und/oder den Aminosau- 
resequenzen 490 bis 978 Antikorper und/oder Mimikry- 
Verbindungen mit hoher spezifischen Bindungsaktivitat 
isoliert werden. Solche Substanzen werden dann in ei- 
nem zweiten Schritt mit Zelltoxinen und/oder Radioiso- 
topen derivatisiert und zum Targeting der Tumorzellen 
eingesetzt. 

[0016] Die Erfindung betrifft des weiteren ein Verfah- 
ren zur Diagnose einer Bronchialkrebserkrankung, wo- 
bei eine erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusam- 
mensetzung in der Ausfuhrungsform mit einer Reporter- 
gruppe in zu untersuchendes Gewebe in vivo oder in 
vitro appliziert wird, wobei das zu untersuchende Ge- 
webe dann einer Detektionsverfahrenstufe unterworfen 
wird, welche sensitiv fur die Reportergruppe ist, und wo- 
bei im Fall der Detektion eines definierten Mindestwer- 
tes der Reportergruppe im Gewebe das Gewebe als Tu- 
morzellen enthaltend qualifiziert wird, sowie ein Verfah- 
ren zur Behandlung einer Bronchialkrebs-erkrankung, 
wobei eine erfindungsgemaBe pharmazeutische Zu- 
sammensetzung in einer physiologisch wirksamen Do- 
sis einem Patienten dargereicht wird. 
[0017] Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, da3 
erfindungsgemaBe Gene bzw. Genprodukte differentiell 



in Bronchialtumorgewebe exprimiert werden, i.e. in 
Bronchialtumorgewebe ist die Expression hoher oder 
niedriger, insbesondere hoher, verglichen mit normalen 
Zellen gleichen Gewebes. Dies eriaubt es einerseits, 

5 insbesondere diese neuen Gene bzw. Genprodukte als 
Marker zur Identifizierung von Tumorzellen im Bronchi- 
algewebe zu nutzen. Dabei kann die Untersuchung auf 
Marker in Proben von Blutserum oder Sputum erfolgen, 
was insbesondere im Bereich der Vorsorgeuntersu- 

10 Chung bzw. Fruhdiagnostik vorteilhaft ist. Auf der ande- 
ren Seite bietetdie Inhibierung der Gene bzw. Genpro- 
dukte, insbesondere auch bei lokaler Applikation, die 
Moglichkeit, in die Bronchialtumor-spezifischen Gen- 
produkt-Assoziationen mit anderen Prozessen in den 

15 Tumorzellen einzugreifen und somit letztendlich den tu- 
morzellenspezifisch veranderten Stoffwechsel zu sto- 
ren und zu einem Absterben oder zumindest einer 
Wachstumshemmung der Bronchialtumorzellen beizu- 
tragen. 

20 [0018] Im Rahmen der Erfindung kann es sich emp- 
fehlen, im Vorfeld einer Behandlung mit einer erfin- 
dungsgemaBen pharmazeutischen Zusammensetzung 
eine Probe aus einem Gewebe, welches als Tumorge- 
webe mit anderen Methoden identifiziert ist, zu entneh- 

25 men und die Gewebeprobe auf Expression bzw. Uber- 
expression des erfindungsgemaBen Gens bzw. Gen- 
produktes zu untersuchen. Alternativ kann mit einer er- 
findungsgemaBen Detektorsubstanz zur Diagnose in 
vivo auf Abhangigkeit von dem Gen bzw. Genprodukt 

30 getestet werden. Wird eine Expression bzw. Uberex- 
pression des Gens bzw. Genproduktes gegenuber Nor- 
malgewebe gleichen Typs festgestellt, so ist die Anwen- 
dung der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung indiziert. 

35 [0019] Handelt es sich bei dem Tumor um einem Ty- 
pus, bei welchem Tumorzellen ein erfindungsgemaBes 
Gen exprimieren, Normalzellen gleichen Gewebetyps 
jedoch nicht oder nur schwach, so ist es besonders be- 
vorzugt, wenn die an das Gen bzw. das Genprodukt bin- 

40 dende Substanz zusatzlich eine zytotoxische und/oder 
immunstimulierende Komponente tragt. Dies fuhrt dann 
letztendlich dazu, dass praktisch ausschlieBlich Tumor- 
zellen getotet werden, sei es durch die Zytotoxizitat, sei 
es durch Angriff durch das stimulierte Immunsystem, 

45 wahrend Normalzellen in dem Gewebe praktisch voll- 
standig erhalten bleiben. In dieser Ausfuhrungsform 
braucht die bindende Substanz selbst nicht inhibierend 
auf das Gen bzw. Genprodukt zu wirken, da die binden- 
de Substanz dann lediglich als Marker funktionieren 

50 muB, welcher die Komponenten zu Ziel-Tumorzellen 
tragt. Im Falle des Einsatzes einer zytotoxischen und/ 
Oder immunstimulierenden Komponente kann es sich 
besonders empfehlen, wenn die pharmazeutische Zu- 
sammensetzung zur lokalen Applikation in Tumorzellen 

55 enthaltendem Gewebe hergerichtet ist, beispielsweise 
zur Injektion. 

[0020] Sofern im Rahmen der Beschreibung offen- 
barte und/oder beanspruchte Sequenzen per se vorbe- 
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kannt sind oder Teile vorbekannter Sequenzen sind, 
sind die offenbarten Sequenzen, soweit sie mit vorbe- 
kannten Sequenzen ubereinstlmmen, insofern Gegen- 
stand der Erfindung, als dass sie lediglich gemaB den 
beschriebenen Venwendungen eingesetzt werden. Of- 
fenbarte und/oder beanspruchte Sequenzen, welche 
Teile von vorbekannten Sequenzen sind, konnen mittels 
eines Disclaimers oder mehrerer Disclaimer in Anspru- 
chen so abgegrenzt werden, dass die vorbekannten Se- 
quenzen nicht mit umfasst sind. 

[0021] Die Nukleinsaurensequenzen 1 bis 171 sowie 
die Peptidsequenzen 490 bis 660 sind insbesondere ge- 
eignet im Falle von Adenokarzinomen. Die Nukleinsau- 
resequenzen 1 72 bis 290 und die Peptidsequenzen 661 
bis 779 sind insbesondere geeignet im Falle von Adeno- 
karzinomen und Plattenepithelkarzinomen bzw. den 
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Die Nuklein- 
sauresequenzen 291 bis 489 sowie die Peptidsequen- 
zen 780 bis 978 sind insbesondere geeignet im Falle 
von Plattenepithelkarzinomen. 

Definitionen. 

[0022] Im Rahmen dieser Beschreibung umfasst eine 
Sequenz alle humanen Isoformen, Splice Varianten und 
regulatorische RNA, bekanntoder neu, auf Nukleinsau- 
ren- oder Aminosaurenbasis, verwendet. Mitdiesen Be- 
griffen mit umfaBt sind aucli die ggf. im Rahmen dieser 
Beschreibung offenbarten kurzen Sequenzen, welche 
aus den verschiedenen Varianten stammen, beispiels- 
weise Immunisierungssequenzen. Weiterhin mitumfaBt 
sind auch Homologe, wobei die Homologie zumindest 
80%, vorzugsweise mehr als 90%, hochstvorzugsweise 
mehr als 95%, betragt (berechnet mit dem Programm 
IVIEGALIGN, DNASTAR LASERGENE, in der zum 
nmeldezeitpunkt gultigen Fassung). Im Falle der Nukle- 
insauresequenzen sind auch komplementare oder alle- 
lische Varianten mit umfaBt. Weiterhin sind Sequenzen 
umfaBt, welche lediglich Teilsequenzen, beispielsweise 
ein Exon oder mehrere Exons, der explizit offenbarten 
Sequenzen oder komplementarer Sequenzen hierzu 
darstellen, mit der MaBgabe, daB diese Teilsequenzen 
im Falle der Nukleinsauren eine fur eine Hybridisierung 
mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure hinreichen- 
de Lange, zumindest 50 oder 1 50 Basen, aufweisen und 
im Falle der Proteine bzw. Peptide, ggf. codiert durch 
eine Nukleinsaure, mit zumindest glelcher Affinitat an 
ein protein- oder peptidspezifisches Zielmolekule bin- 
den. Weiterhin sind alle mit erfindungsgemaB einge- 
setzten Nukleinsauren hybridisierende Nukleinsauren 
umfasst, namlich solche, die unter stringenten Bedin- 
gungen (5°C bis 25°C unterhalb der Aufschmelztempe- 
ratur; siehe erganzend J.M. Sambrook et al., A labora- 
tory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
(1989) und E.M. Southern, J Mol Biol, 98:503ff (1975)) 
hybridisieren. Es versteht sich, daB die Erfindung auch 
Expressionskassetten umfaBt, i.e. eine oder mehrere 
der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen mit 



mindestens einer Kontroll- oder regulatorischen Se- 
quenz. Eine solche Expressionskassette kann auch ei- 
ne Sequenz fur ein bekanntes Protein umfassen, wobei 
im Zuge der Translation ein Fuslonsprotein aus einem 

5 bekannten Protein und einem erfindungsgemaBen Pro- 
tein Oder Peptid entsteht. Ebenso sind auch antisense 
Sequenzen zu den vorstehenden Nukleinsauresequen- 
zen umfaBt. Mit umfaBt sind auch Expressionsvektoren 
enthaltend erfindungsgemaBe Nukleinsauren sowie da- 

10 mit transformierte Wirtszellen. SchlieBlich sind RNA so- 
wie damit korrelierende DNA und umgekehrt umfaBt, 
ebenso wie genomische DNA als auch korrelierte cDNA 
und umgekehrt. 

[0023] Im Zusammenhang mit erfindungsgemaBen 

15 Verwendungen umfassen die Begriffe der Nukleinsau- 
ren Oder Proteine bzw. Peptide neben den Volllangen 
der offenbarten Sequenzen (siehe auch vorstehender 
Absatz) auch Teilsequenzen hieraus, und zwar mit einer 
Mindestlange von 12 Nukleotiden, vorzugsweise einer 

20 Mindestlange von 30 bis 90 Nukleotiden, im Falle der 
Nukleisauren und einer Mindestlange von 4 Aminosau- 
ren, vorzugsweise einer Mindestlange von 10 bis 30 
Aminosauren, im Falle der Proteine oder Peptide, ins- 
besondere zwischen 12 und 90 sowie 4 und 30 istjeder 

25 einzelne Zahlenwert als Mindestlange moglich. 

[0024] Die Begriffe der Detektion und/oder der Be- 
handlung umfassen optional auch die Detektion und/ 
Oder Behandlung von Metastasen aus Primartumoren 
in sonstigen Geweben. Der Begriff der Behandlung um- 

30 fasst auch die Prophylaxe sowie die Nachbehandlung 
(bei nicht mehr detektierbarem Tumor oder bei stabilem 
Tumor). Der Begriff der Prophylaxe umfasst im Zusam- 
menhang mit der Detektion auch die Vorsorgeuntersu- 
chung. 

35 [0025] Als Inhibitor ist eine Verbindung Oder Substanz 
bezeichnet, welche entweder die Bildung von des Tar- 
getmolekuls inhibiert oder gebildetes Targetmolekul in 
der Aktivitat reduziert, bezogen auf die in vitro oder in 
vivo Aktivitat in Abwesenheit des Inhibitors. Insofern 

40 kann ein Inhibitor einerseits eine Substanz sein, welche 
in der Entstehungskaskade des Targetmolekuls inhibie- 
rend eingreift. Auf der anderen Seite kann ein Inhibitor 
eine Substanz sein, welche mit gebildetem Targetmole- 
kul eine Bindung eingeht, und zwar dergestalt, dass wei- 

45 tere physiologische Wechselwirkungen mit endogenen 
Substanzen zumindest reduziert sind. Als Inhibitoren 
konnen auch Molekule dienen, die die Transkription des 
Targetmolekuls beeinflussen und inhibieren. Solche 
Molekule konnen Polyamide oder Zinkfingerproteine 

50 sein, die durch Bindung an DNA-Regionen der basalen 
Transkriptionsmaschinerie die Transkription verhin- 
dern. Die Transkription kann indirekt auch uber die In- 
hibierung von Transkriptionsfaktoren geschehen, die fur 
die Transkription des Zielgens essentiell sind. Die Inhi- 

55 bierung solcher Transkriptionsfaktoren kann uber die 
Bindung an sogenannte Decoy-Aptamere gewahrleistet 
werden. 

[0026] Von der Erfindung mit umfasst sind Mimikry- 
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Molekule. Dies sind Verbindungen, die den variablen 
Bereich, insbesondere den Bindungsbereich eines An- 
tikorpers nachbilden und an gleicher Stella eines Ziel- 
molekuls binden wie der zu Grunde liegende Antlkorper. 
Desweiteren fallen Anticaline und Affibodies unter den 
Begriff der Mimikrimolekule. 

[0027] Der Begriff der Antikorper umfaBt humane, hu- 
manisierte und nicht-humanisierte polyklonale oder mo- 
noklonale Antlkorper (typischerweise in vivo herge- 
stellt). Der Begriff umfasst desweiteren Phage-Display- 
Antikorper, Ribozym-Display Antikorper (Bindung des 
Genotyps (mRNA) und des Phanotyps (protein) an Ri- 
bosomen) und RNA-Dlsplay Antikorper (in vitro herge- 
stellt). Der Begriff umfasst auch Antikorper, welche 
durch Chimerisierung, Humanisierung oder De-lmmu- 
nisierung (Ausschneiden von T-Zellepitopen aus dem 
humanen Antikorper, die unerwunsclite Immunreaktio- 
nen auslosen) modifiziert sind, sowie spezifische Frag- 
mente der leichten und/oder der schweren Kette des va- 
riablen Bereiches zu Grunde liegender Antikorper vor- 
stehender Art. Die Herstellung bzw. Gewinnung solcher 
Antikorper mit vorgegebenen Immunogenen ist dem 
Durchschnittsfaclimann wohl vertraut und braucht nicht 
naher eriautertzu werden. Weiterhin umfaBtsind bispe- 
zifische Antikorper, welche einerseits an ein Auslose- 
molekul einer Immun-Effektorzelle (z.B. CDS, GDI 6, 
CD64) und andererseits an ein Antigen der Tumorziel- 
zelle binden. Dies bewirkt letzendlich im Bindungsfall, 
daB die Tumorzelle getotet wird. 
[0028] Die galenische Herrichtung einer erfindungs- 
gemaBen pharmazeutischen Zusammensetzung kann 
in fachublicher Weise erfolgen. Als Gegenionen fur io- 
nische Verbindungen kommen beispielsweise Na+, K+, 
Li+ Oder Cyclohexylammonium infrage. Geeigente feste 
Oder flussige galenische Zubereitungsformen sind bei- 
spielsweise Granulate, Pulver, Dragees, Tabletten, (Mi- 
kro-) Kapsein, Suppositorien, Sirupe, Safte, Suspensio- 
nen, Emulsionen, Tropfen oder Losungen zur Injektion 
(i.v., i.p., i.m., s.c.) oder Vernebelung (Aerosole), trans- 
dermale Systeme, sowie Praparate mit protrahierter 
Wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung ubiiche Hilfs- 
mittel wie Tragerstoffe, Spreng-, Binde-, Uberzugs-, 
Quellungs-, Gleit- oder Schmiermittel, Geschmacks- 
stoffe, SuBungsmittel und Losungsvermittler, Verwen- 
dung finden. Als Hilfsstoffe sei Magnesiumcarbonat, Ti- 
tandioxid. Lactose, Man nit und andere Zucker, Talcum, 
MilcheiwelB, Gelatine, Starke, Zellulose und ihre Deri- 
vate, tierische und pflanzliche Ole wie Lebertran, Son- 
nenblumen-, Erdnuss- oder Sesamol, Polyethylengly- 
cole und Losungsmittel, wie etwa steriles Wasser und 
ein- Oder mehrwertige Alkohole, beispielsweise Glyce- 
rin, genannt. Eine erfindungsgemaBe pharmazeutische 
Zusammensetzung istdadurch herstellbar, dass minde- 
stens ein erfindungsgemaB verwendeter Inhibitor in de- 
finierter Dosis mit einem pharmazeutisch geeigneten 
und physiologisch vertraglichen Trager und ggf. weite- 
ren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen mit de- 
finierter Inhibitordosis gemischt und zu der gewunsch- 



ten Darreichungsform hergerichtet ist. 
[0029] Tumorzellen exprimieren ein Protein differen- 
ziell, wenn Normalzellen des gleichen Gewebetyps die- 
ses nicht Oder nur in sehr geringen Mengen exprimie- 

5 ren. Tumorzellen uberexprimieren ein Protein spezifisch 
bzw. differenziell, wenn dieses im Vergleich zu Normal- 
zellen des gleichen Gewebes zumindest in doppelter 
Menge exprimiert wird. Es gilt Entsprechendes umge- 
kehrt, wenn das Protein im Gegensatz zu Tumorzellen 

10 in normalen Zellen exprimiert bzw. uberexprimiert wird. 
[0030] Zytotoxische Komponenten bzw. Gruppen 
sind Verbindungen, welche direkt oder indirekt Apopto- 
se und/oder Nekrose einleiten oder zumindest wachs- 
tumshemmend wirken. Solche Gruppen bzw. Verbin- 

15 dungen konnen neben Radioisotopen (z.B. 188Re, 
213Bi, 99mTc, 90Y, 131J, 177Lu) insbesondere Toxine 
(z.B. Diphterie-, Pseudomonas-Toxin) oder Zytostatika 
einschlieBlich sogenannter Prodrugs sein, welche in der 
Tumortherapie eingesetzt werden. Beispiele hierfur 

20 sind: Alkylantien (z.B. Mechlorethamin, Ifosfamid, Chl- 
orambucil, Cyclophosphamid, Melphalan, Alkylsulfona- 
te, Busulphan, Nitrosoharnstoffe, Carmustin, Lomustin, 
Semustin, Triazene, Dacarbazin), Antimetaboliten (z.B. 
Folsaure-Antagonisten, Methotrexat, Pyrimidin-Analo- 

25 ga, Fluoruracil, Fluordesoxyuridin, Cytarabin, Gemcita- 
bin, Purin-Analoga, Mercaptopurin), Mitosehemmer (z. 
B. Vincaalkaloide, Vincristin, Vinblastin, Paclitaxal, Do- 
cetaxel, Protaxel), Epipodophyllotoxine (z.B. Etoposid, 
Teniposid), Antibiotika (z.B. Dactinomycin, Daunorubi- 

30 cin, Idarubicin, Anthracycline, Bleomycin, L-Asparagina- 
se), Platinkomplexverbindungen (z.B. Cisplatin), Hor- 
mone und verwandte Verbindungen (z.B. Nebennieren- 
sindensteroide, Aminogluthetimid, Gestagene, Ostro- 
gene, Androgene, Antiostrogene, Tamoxifen, Steri- 

35 odanaloga, Flutamid). Bei Bindung einer solchen Ver- 
bindung mit einer an das Protein bindenden Substanz 
erfolgt die Kopplung dergestalt, daB die Affinitat zum 
Protein um nicht mehr als 90%, vorzugsweise 50%, be- 
zogen auf die Substanz ohne zytostatische Gruppe, re- 

40 duziert ist und die zytostatische Wirkung der Gruppe um 
nicht mehr als 90%, vorzugsweise 50%, bezogen auf 
die Verbindung ohne Substanz, reduziert ist. 
[0031] Eine immunstimulierende Komponente ist 
meist ein Protein oder ein wirksamer Bestandteil hier- 

45 von, welches Zellen des Immunsystems stimuliert. Bei- 
spiele hierfur sind: Zytokine, wie M-CSF, GM-CSF, 
G-CSF, Interferone, wie IFN-alpha, beta, gamma, Inter- 
leukine wie IL-1 bis -16 (auBer -8), human LIF, Chemo- 
kine wie Rantes, MCAF, MIP-1 -alpha, -beta, NAP-1 und 

50 lL-8. 

[0032] Eine Reportergruppe ist ein Atom, Molekul 
Oder eine Verbindung, welche in Verbindung mit einem 

hierauf abgestellten Assay den Nachweis der Reporter- 
gruppe und der somit mit der Reportergruppe verbun- 
55 denen Verbindung oder Substanz ermoglicht. Beispiele 
fur Reportergruppen und hiermitassoziierte Detektions- 
methoden sind: 32P-Labeling und Intensitatsmessung 
mittels Phosphoimager. Viele weitere Beispiele sind 
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dem Durchschnittsfachmann bekannt und bedurfen 
nicht der detaillierten Aufzahlung. 
[0033] Eine an ein Targetmolekul bindende Substanz 
kann eine Substanz sein, welche ein Targetmolekul- 
Protein, eine Targetmolekul-RNA, oder eine Targetmo- 
lekul-DNA bindet. Mit umfasst sind dabei bezuglich der 
DNA aucli inlnibitoren Transkription der Targetmolekul 
DNA und/oder Inliibtoren der die Targetmolekul-Genex- 
pression regulierenden Region. 

[0034] Im Rahman der vorstehenden Definition ge- 
genuber dem engen Wortsinn erweiterte Begriffsbe- 
stimmungen umfassen auch die bestimmten Begriffe im 
engen Wortsinn. 

[0035] Vorbekannte Sequenzen und/oder deren Ver- 
wendung, welclie unterdie im Rahmen dieser Beschrei- 
bung verwendete Definitionen fallen, konnen durch ei- 
nen Disclaimer in Patentanspruchen ausgeschlossen 
werden. 

Beispiele. 

[0036] Im Folgenden wird die Erfindung anhand von 

lediglich bevorzugte Ausfuhrungsformen darstellenden 
Beispielen und Figuren naher eriautert. Dabei ist Ge- 
genstand insbesondere der Subtyp des Bronchialkarzi- 
noms. Es zeigen: 

Figur 1 : Ghip-Analysen zur differenziellen Expressi- 
on der 489 Gene in Lungentumorgewebe 
aus 26 Patienten (14 Patienten mit Plattene- 
pitlielkarzinom und 12 Patienten mit Adeno- 
karzinom). Aufgetragen auf der Abzisse sind 
einzelne Chipexperimente von entweder Tu- 
mor- Oder Normalgewebe. Die linke Ordina- 
te stellt die relative Expression (PMQ) des 
Gens SeqlD162 / SeqlD651 dar, walirend 
rechts die Signifikanz (p-Val) aufgetragen 
ist, 



tenepitlielkarzinoms, aus 11 Patienten (z.B.: 
SeqlD162/SeqlD651), 

Figur 6: Nortliern-Blot-Verfahren des sogenannten 
5 Cancer-Profiling-Arrays zur differentiellen 

Expression von 489 Genen insbesondere im 
Brochial-, Kolon-, Mamma-, Uterus- bzw. 
Endometrium-, Ovarial- und Rektalkarzi- 
nomgewebe (z.B.: SeqlD162 / SeqlD651). 

10 

Figur 7: Nortliern-Blot-Verfahren zur sogenannten 
Multiple-Tissue-Analyse zur spezifischen 
Expression von 489 Genen in 1 6 Normalge- 
weben eines Patienten (z.B.: SeqlD162 / 
15 SeqlD651). 

Figur 8: Western Blot Analyse zur Uberprufung der 
eriioliten Proteinexpression in Broncliial- 
tumorgeweben von 489 Antiseren, welclie 
20 spezifische ihre 489 Antigene (Proteine) de- 

tektieren (z.B.: SeqlD162 / SeqlD651). 

[0037] Enstprechende Experimente fur andere Gene 
bzw. Sequenzen sind lediglicli der Ubersiclitlichkeit lial- 
25 ber nicht dargestellt. 

Beispiel 1 : Mikrodissektion 

[0038] Bronchialtumor- und -normalgewebe aus je- 
30 weils einem Patienten wurde gefroren und in 5 |Lim Pro- 
ben geschnitten. Aus jedem Patienten wurden zumin- 
destSO Proben gewonnen. Normal und maligne Berei- 
che wurden durch einen Pathologen mit Hilfe eines Mi- 
kroskopes identifiziert und markiert. Die jeweiligen Be- 
35 reiche wurden unter dem Mikroskop resektiert unter 
Verwendung eines computergestutzten Lasers und Je- 
wells separat auf -80°C eingefroren in 150 ^il GTC-Puf- 
fer enthaltend 2% B-Mercaptoethanol. 



Figur 2: Immunhistochemische Anfarbung der 489 
Gene bzw. deren Proteine mittels spezifi- 
scher Antik-^rper (z.B.: SeqlD162 / 
SeqlD651), 

Figur 3: Taqman-Analyse zur differentiellen Expres- 
sion von 489 Genen im Lungentumorgewe- 
be (nach erfolgter Laser-gestutzter Mi- 
krodissektion der Normalepithelien und Tu- 
morzellen) (z.B.: SeqlD162 / SeqlD651), 

Figur 4: Taqman-Analyse zur spezifischen Expressi- 
onsverteilung von 489 Genen in 26 human 
Normalgeweben (z.B.: SeqlD162 / 
SeqlD651), 

Figur 5: Taqman-Analyse zur differentiellen Expres- 
sion von 489 Genen im Lungentumorgewe- 
be (bulk), insbesondere im Subtyp des Plat- 



40 Beispiel 2: Ghipanalyse 

[0039] Aus Proben aus Beispiel 1 wird RNA isoliert, 
amplifiziert und markiert. Hierzu wird folgende Technik 
verwendet. 

45 [0040] Die Preparation von Poly-A+-RNA erfolgt un- 
ter Verwendung eines modifizierten Protokolls gemaB 
dem Poly-A-Tract 1000 Kit (Promega, Deutschland). 
Gewebeproben werden langsam auf Eis aufgetaut, zer- 
kleinert und mit 300|liI Verdunnungspuffer, enthaltend 

50 1% B-Mercaptoethanol, sowie biotinyliertem Oligo-dT 
Primer versetzt, und fur 5 min. auf 70°C erhitzt. Die Pro- 
ben werden dann fur 5 min. bei 20°C gehalten und an- 
schlieBend bei 20000g fur 10 min. zentrifugiert. Dem 
Uberstand werden 1 20|liI gewaschener Streptavidin-ge- 

55 koppelter paramagnetischer Partikel (SA-PMP) zuge- 
benen und es wurde bei 20°C fur 5 min. inkubiert. Die 
mRNA wurde dann durch magnetische Trennung iso- 
liert. Nach drei Waschschritten mit 0,5x SSG Losung 



8 



15 



EP 1 498 424 A2 



16 



wird die mRNA in Nuklease-freiem Wasser verdunnt, 
eingedampft unter Vakuum und umgehend wie folgt in 
cDNA prozessiert. 

[0041] Die mRNA wird in 10|liI Nuklease-freiem Was- 
ser gelost. 1|Lii T7-dT24-(GGCCAG) Primer (100 pmoi/ 
|Lil) wird zugegeben und es wird auf 70°C fur 5 min. er- 
liitzt. Dann wird die Probe auf Eis gelegt und es werden 
4|Lii 5x first strand buffer (Invitrogen), 2\i\ DTT (0,1 iVI), 
1|Lii dNTP's (lOmM), und 14U anti-RNAse (Ambion) zu- 
gegeben, gefolgt von einer Inkubation fur 2 min. bei 
37°C. Dann werden Ijil Superscript II Reverse Trans- 
skriptase (Invitrogen) zugegeben, gefolgt von einer In- 
kubation fur 1 h bei 37°C. 

[0042] AnsclilieBend erfolgt die Zweitstrangsynthese 
und DMA Reinigung. Sofort nach der Synthese des er- 
sten Stranges, wie vorstehend, werden 91|liI Wasser, 
30^1 5x second strand buffer, 3|liI dNTP's (lOmM), 10U 
E. coli DNA-ligase, 40U DMA Polymerase I und 2U 
RNAse H (alle von Invitrogen) zugegeben und die Mi- 
schung wird fur 2 h bei 16°C inkubiert. Dann werden 
10U T4 DNA Polymerase (Invitrogen) zugegeben und 
weitere 5 min. inkubiert. Die Reaktion wird durch Zuga- 
be von 10|liI 0,5mM EDTA abgebrochen. Die Reinigung 
der DNA erfolgt gemaB den Vorschriften des GFX PGR 
DNA and Gel Band Purification Kits (Amersham). Ge- 
reinigte DNA wird unter Vakuum eingedampft und bei 
-20°C gelagert. 

[0043] Dann erfolgt die in vitro Transkription und cR- 
NA Reinigung. Die in vitro Transskription wird gemaB 
dem Herstellerprotokoll von Ambion (Huntigdon, UK) 
durchgefuhrt. Das DNA Pellet wird in S\x\ Wasser gelost 
und 7,5|Lil dNTP's (75mM), 2|liI 10x reaction buffer (Am- 
bion), 2^1 1 0 T7 Enzymmix (Ambion) und 1 4U anti-RNA- 
se (Ambion) werden zugegeben, gefolgt von einer Inku- 
bation von 6 h bei 37°C. Die Reinigung der erhaltenen 
cRNA erfolgt gemaB dem Herstellerprotokoll zum 
Rneasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Nach 
Elution von der Saule wird die verdunnte cRNA einge- 
dampft unter Vakuum und auf -80°G eingefroren. 
[0044] AnschlieBend wird eine zweite und dritte in vi- 
tro Transskriptionsrunde durchgefuhrt. Diese Verstar- 
kungsrunden werden mit nur geringen Abweichungen 
von der ersten Runde durchgefuhrt. Die Synthese des 
ersten Stranges erfolgt mit Random Hexamer Primern 
(250ng/|Lil). Nach Inkubation bei 37 °C fur 60 min. wird 
das cRNA-cDNA Hybrid fur 20 min. mit 2U RNase H bei 
37 °C inkubiert, gefolgt von einem 2-minutigen Inakti- 
vierungsschritt bei 37°C. Die Zweitstrang-Synthese 
wird in dieser zweiten und dritten Runde wie oben fur 
die erste Runde beschrieben durchgefuhrt. Die in vitro 
Transkription wird in der dritten Runde mit biotinmarkier- 
ten NTP's durchgefuhrt. 

[0045] Die so erhaltene biotinylierte RNA wird einem 
Genchip aufgegeben, welcher eine Vielzahl von ver- 
schiedenen Oligonukleotiden enthalt, wobei jeweils ei- 
nes (Oder auch mehrere, zu Kontrollzwecken) fur ein de- 
finiertes Gen reprasentativ ist, i.e. eine charakteristi- 
sche Teilsequenz hieraus aufweist. IVlan erhalt sowohl 



qualitative, wie auch quantitative Information, ob eine 
betreffende Normalund/oder Tumorprobe ein betreffen- 
des Gen exprimiert, und zwar auch im Verhaltnis Tumor/ 
Normal. In Fallen, in welchen ein Gen in Tumorgewebe 

5 hoher exprimiert ist, als im korrelierten Normalgewebe 
liegt diffentielle Expression vor, i.e. das Gen ist im Tu- 
morgewebe hochreguliert. Wenn das Gen dagegen in 
Tumorgewebe geringer exprimiert ist, liegt Herunterre- 
gulation vor. Es wurde gefunden, dass die analysierten 

10 erfindungsgemaBen Sequenzen differenziell im Tumor- 
gewebe reguliert sind (Fig. 1). 

Beispiel 3: Untersuchung der Expression bzw. Uberex- 

pression mittels quantitativer PGR. 

15 

[0046] Die differenzielle Expression der Targetgene 
wird mittels quantitativer Echtzeit-PCR (TaqMan Sy- 
stem) untersucht. Dazu wird die RNA, beispielsweise 
aber nicht notwendigen/veise erhalten gemaB Beispiel 2 

20 (cDNA nach der 1. in vitro Transkription), verwendet. 
1 ng cDNA werden fur die Amplifikation eingesetzt mit 
2,5|Lil lOx SYBR<B)Green PGR Puffer, 3|liI Magnesium- 
chlorid (25mM), 2|liI dNTP's (mit dUTP; 12,5 mM) und 
0,625U Ampli Taq Gold in einem Reaktionsvolumen von 

25 25|Lil. Die Reaktion wird in einem GeneAmp 5700 Se- 
quence Detection System (Applied Biosystems, Weiter- 
stadt, Deutschland) durchgefuhrt. Die Bedingungen 
sind:2min.50°C, 10min.95°C, 15s95°C, 1 min. 60°G, 
die letzten beiden Phasen in 40 Zyklen. Fur die jeweili- 

30 gen Gene werden die geeigneten Vorwarts- bzw. Ruck- 
wartsprimer verwendet. Die Auswertung erfolgt nach 
der AACt Methode nach Herstellervorschrift. Der Ct 
Wert von beta actin wurde bei einer Grenze von 0,1 ge- 
messen. Zur Normalisierung wird der Ct Wert des beta 

35 actin vom Ct Wert des untersuchten Gens abgezogen. 
Dieser normalisierte Ct Wert wird im Falle der Tumor- 
gewebe auf die Normalgewebe bezogen bzw. normali- 
siert, wodurch der AACt erhalten wird. 
[0047] Wird dieser Wert als Potenz zur Basis 2 einge- 

40 setzt, so wird eine relative GroBe der Uber- oder Unter- 
expression in Tumorgewebe gegenuber dem Normal- 
gewebe des gleichen Patienten erhalten. Im Ergebnis 
kann so bestimmt werden, ob ein spezifisches Tumor- 
gewebe eines bestimmten Patienten sensitivfur eine er- 

45 findungsgemaBe Behandlung ist. Auch kann mit dieser 
Methode bestimmt werden, ob nicht klassifiziertes Ge- 
webe als Tumorzellen enthaltend einzustufen ist. In letz- 
terem Falle erfolgt ein Vergleich zu Referenzwerten 
bzw. klassifiziertem Normalgewebe des gleichen Pati- 

50 enten oder von anderen Personen. 

[0048] Ergebnisse fur die Uberexpression des Gens 
Seq.-ID 162 bzw. 651 in Bronchialtumoren sind der Fi- 
gur 2 zu entnehmen. In der Figur 4 erkennt man, dass 
die Expression in verschiedenen Normalgeweben sehr 

55 unterschiedlich, teilweise auch sehr hoch ist. In der Lun- 
ge wird ein nur sehr geringes Expressionsniveau feste- 
gestellt. In der Figur 5 erkennt man schlieBlich, dass das 
untersuchte Gen insbesondere im Subtyp des Plattene- 
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pithelgewebes differenziell exprimiert wird. Entspre- 
chende Ergebnisse werden mittels Northern Blots (Fi- 
guren 6 und 7) und Western Blots (Figur 8) erhalten, 
wodurch auch auf Proteinebene eine Verifizierung der 
Ergebnisse auf Nukleinsaurenebene erfolgt. 

Beispiel 4: Nachweis eines uberexprimierten Gens mit- 
tels Antikorpern. 

[0049] In diesem Beispiel wird die Markierung von Tu- 
morzellen durch einen gegen ein erfindungsgemaBes 
Protein gerichteten Antikorper in vivo (Mausmodell) be- 
schrieben. Ein solcher erfindungsgemaBer Antikorper 
wird mit einem Markermolekul (z.B. Radioisotop) mar- 
kiert. In NMRI-Nacktmause werden mit einem erfin- 
dungsgemaBen Gen transfizierte humane Zellen trans- 
plantiert. Nach einem definierten Zeitraum, beispiels- 
weise 30 Tage, wird den Mausen der markierte Antikor- 
per injiziert. Die Kontrolltiere werden mit einem nicht re- 
levanten Antikorper behandelt. Wenige Stunden nach 
der Antikorperapplikation werden die Tiere getotet und 
aus alien Organen Gewebeschnitte angefertigt. Diese 
Schnitte werden auf die Gegenwart von markiertem An- 
tikorper untersucht. 

[0050] Bel den Antikorpern kann es sich im einfach- 
sten Fall um polyklonale Antikorper gegen humanes 
Protein, konjugiert mit einem Tragerprotein, in Kanin- 
chen gezogen und mit den spezifischen immobilisierten 
Peptiden affinitatsgereinigt, handeln. Geeignete Immu- 
nisierungspeptide sind beispielsweise aus Teilsequen- 
zen eines erfindungsgemaBen Proteins gebildet. Als 
Immunogene konnen ebenso mit cDNA des Gens, oder 
Teilsequenzen hiervon transfizierte Zellen, wie bei- 
spielsweise COS-Zellen oder NIH3T3-Zellen, einge- 
setzt werden. Ebenso sind Tumorzellen, die endogen 
das Protein exprimieren, geeignet. Weiterhin kann auch 
rekombinant hergestelltes Protein bzw. Teilsequenzen 
hieraus, die in Producerzellen, wie E. coli oder Euka- 
ryontenzellen, wie Insektenzellen, exprimiert werden, 
zur Immunisierung eingesetzt werden. Selbstverstand- 
lich konnen stattdessen auch entsprechende monoklo- 
nale Antikorper oder Fragmente hiervon eingesetzt wer- 
den. 

[0051] Das hier untersuchte Gen zeigt gemaB der Fi- 
gur 2 eine vergleichsweise starke Farbung in Plattene- 
pithelkarzinomgewebe. 

Beispiel 5: Immunhistochemischer Nachweis von Tu- 
morzellen. 

[0052] Gewebe wird aus einem Patienten mit Krebs 
Oder dem Verdacht auf Krebs isoliert und als Paraffin- 

bzw. Gefrierschnitte prapariert. Diese Schnitte werden 
mit einem gegen ein erfindungsgemaBes Protein ge- 
richteten Antikorper auf die Uberexpression des Prote- 
ins in Tumorzellen untersucht. Die immunhistologische 
Untersuchung mit dem Antikorper zeigt hohere Expres- 
sion des Proteins in den Tumorzellen im Vergleich zu 



umliegenden Normalgewebe. Die Untersuchung erfolgt 
im Einzelnen durch Inkubation mit dem Antikorper als 
primarem Antikorper, einem biotinyliertem sekundaren 
anti-Kaninchen Antikorper und einer Streptavidin-ge- 

5 koppelten Meerrettichperoxidase. Die Farbung erfolgt 
mit mit DAB als chromogenen Substrat (braune Far- 
bung). Die Gegenfarbung erfolgt mit Hemalaun-Losung 
(blaue Farbung). Es sind maligne und nichtmaligne Zel- 
len unterscheidbar, wobei die malignen Zellen eine star- 

10 ke Farbung, i.e. hohen Gehalt an erfindungsgemaBem 
Protein, aufweisen, wahrend die nichtmalignen Zellen 
nur moderat gefarbt sind. 

[0053] Im Falle einer Erkrankung erkennt man im Fal- 

le der Uberexpression in Tumorgewebe eine vergleichs- 
15 weise starke Farbung. 

Beispiel 6: Erzeugung von anti-idiotypischen monoklo- 
nalen Antikorpern zu therapeutischen Zwecken 

20 [0054] Ausgehend von einem erfindungsgemaBen 
Protein wird in fachublicher Weise ein monoklonaler An- 
tikorper Abl erzeugt, welcher in der Lage ist, das bei- 
spielsweise das Protein Seq.-ID 651 spezifisch zu er- 
kennen und daran zu binden. Dabei ist es unwesentlich, 
25 ob eine funktionale Domane oder ein anderer zugang- 
licher Bereich erkannt wird. Mit Hilfe des erzeugten An- 
tikorpers Abl wird in ebenso fachublicher Weise ein 
zweiter anti-idiotypischer nicht humanisierter, beispiels- 
weise Maus, monoklonaler Antikorper aABI erzeugt, 
30 welcher zur Herstellung einer pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung zur Behandlung von Bronchialtumo- 
ren geeignet ist. Die Funktion des Antikorpers aABI be- 
ruht dabei darauf, dass dieser dem humanen Immunsy- 
stem ein Image des (humanen) Protein -Antigens gleich- 
35 sam vortauscht, wobei das Immunsystem den Antikor- 
per aABI aufgrund seiner mangelnden Humanisierung 
als korperfremd erkennt. Der humane Korper bildet folg- 
lich eigene Antikorper, die gegen aABI und somit auch 
gegen das humane Protein bzw. dieses exprimierende 
40 Tumorzellen gerichtet sind. 

Patentanspruche 

45 1. Nukleinsaure, insbesondere isolierte Nukleinsaure, 
enthaltend oder bestehend aus einer Nukleinsau- 
resequenz gemaB einer der Sequenzen Seq.-ID 1 
bis 489. 

50 2. Peptid Oder Protein, insbesondere isoliertes Peptid 
Oder Protein, enthaltend eine Aminosaurense- 
quenz codiert durch eine der Nukleinsauresequen- 
zen Seq.-ID 1 bis 489 oder bestehend hieraus oder 
enthaltend eine Aminosauresequenz gemaB einer 

55 der Sequenzen Seq.-ID 490 bis 978 oder beste- 
hend hieraus. 

3. Verwendung einer Nukleinsaure und/oder eines 
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Peptids Oder Proteins nach Anspruch 1 oder 2, zur 
Detektion von Bronchialkrebs oder zur Detektion ei- 
nes Risikos der Erkrankung an Bronchialkrebs, wo- 
bei eine Bronchial-Gewebeprobe auf differenzielle 
Transkription der Nukleinsaure oder auf differenzi- 5 
elle Expression des Proteins untersuclit wird und/ 
Oder wobei die Nukleinsaure und/oder das Peptid 
Oder Protein in Blutserum oder Sputum detektiert 
wird. 

10 

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei eine an die 
Nukleinsaure oder eine an das Protein oder Peptid 
bindende Detektorsubstanz, vorzugsweise enthal- 
tend eine Reportergruppe, verwendet wird, wobei 
Bindung besagter Nukleinsaure und/oder besagten 15 
Proteins oder Peptids an die Detektorsubstanz 
halbquantitativ oder quantitativ detektiert wird. 

5. Verwendung einer Nukleinsaure oder eines Prote- 
ins Oder Peptids nach Anspruch 1 oder 2, zum 20 
Screenen nach daran bindenden Substanzen, ins- 
besondere prospektiven Wirkstoffen zur Inhibie- 
rung von besagter Nukleinsaure oder besagtem 
Protein oder Peptid, oder prospektiven Detektor- 
substanzen, wobei eine prospektive Substanz oder 25 
eine Mischung solcher prospektiver Substanzen 

mit besagter Nukleinsaure oder besagtem Protein 
Oder Peptid kontaktiert wird, wobei mit einem Bin- 
dungsassay Bindungsereignisse festgestellt wer- 
den, und wobei eine bindende prospektive Sub- 30 
stanz, ggf. nach Dekonvolution, selektiert wird. 

6. Verwendung einer eine Nukleinsaure oder ein Pep- 
tid bzw. Protein nach Anspruch 1 oder 2 inhibieren- 
den Oder daran bindenden Substanz, insbesondere 35 
identifiziert nach Anspruch 5, zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Diagno- 
se und/oder Behandlung von Bronchialkrebs. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei die Substanz 40 
ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus: 



le) Antikorper, generiert mittels eines Antikor- 
pers der Unterguppe d), und 
f) vorstehende Substanzen derivatisiert mit ei- 
ner Reportergruppe, einem Zelltoxin einer im- 
munstimulierenden Komponente und/oder ei- 
nem Radioisotop. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 6 oder 7, 
wobei die pharmazeutlsche Zusammensetzung zur 

lokalen Applikation in Tumorzellen enthaltendem 
Gewebe hergerichtet ist. 

9. Verfahren zur Diagnose einer Bronchialkrebser- 
krankung, wobei eine pharmazeutlsche Zusam- 
mensetzung nach einem der Anspruche 6 bis 8 in 
der Ausfuhrungsform mit einer Reportergruppe in 
zu untersuchendes Gewebe in vivo oder in vitro ap- 
pliziert wird, wobei das zu untersuchende Gewebe 
dann einer Detektionsverfahrenstufe unterworfen 
wird, welche sensitiv fur die Reportergruppe ist, und 
wobei im Fall der Detektion eines definierten Min- 
destwertes (Uberexpression in Tumorgewebe) 
Oder eines definierten Maximalwertes (Unterex- 
pression in Tumorgewebe) der Reportergruppe im 
Gewebe optional das Gewebe als Tumorzellen ent- 
haltend qualifiziert wird, oder wobei eine pharma- 
zeutlsche Zusammensetzung nach einem der An- 
spruche 6 bis 8 in der Ausfuhrungsform mit einer 
Reportergruppe mit einer Blutserumprobe und/oder 
einer Sputumprobe kontaktiert wird, wobei die Pro- 
be dann einer Detektionsverfahrenstufe unterwor- 
fen wird, welche sensitiv fur die Reportergruppe ist, 
und wobei im Fall der Detektion eines definierten 
Mindestwertes oder eines definierten Maximalwer- 
tes der Reportergruppe in der Probe optional Bron- 
chialgewebe des zugeordneten Patienten als Tu- 
morzellen enthaltend qualifiziert wird. 

10. Verfahren zur Behandlung einer Bronchialtumor- 

Erkrankung, wobei eine pharmazeutlsche Zusam- 
mensetzung nach einem der Anspruche 6 bis 8 in 
einer physiologischwirksamen Dosis einem Patien- 
ten dargereicht wird. 



a) Antisense-Oligonukleotide, siRNA, und Ri- 
bozyme gegen eine Nukleinsaure nach An- 
spruch 1, 45 

b) an ein Peptid oder Protein nach Anspruch 2 
bindendes, Insbesondere nach Anspruch 5 
identifiziertes, organisches Molekul mit einem 
Molekulargewicht unterhalb 5000, vorzugswei- 
se unterhalb 1000, hochstvorzugsweise unter- 50 
halb 300, 

c) Aptamer gegen ein Protein oder Peptid nach 
Anspruch 2, insbesondere identifiziert nach An- 
spruch 5, 

d) (monoklonaler) Antikorper, insbesondere 55 
humaner oder humanisierter Antikorper, gegen 

ein Protein oder Peptid nach Anspruch 2, 

e) anti-idiotypische nicht-humane (monoklona- 
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